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(57) Compose hydrosoluble derive d'un homopolymere ou copolymere de I'anhydride maleique presen- 
tant des fonctions anhydrides disponibles et des fonctions anhydrides hydrolysees, caracterise en ce 
que les fonctions anhydride hydrolysees consistent en des fonctions carboxyliques et des fonctions 
Herrvees de fonctions carboxyliques portant un residu d'un compose repondant a la formule I : 

Cx Hy Az Ot (I) 

dans laquelle : 

— A est I'atome d'azote d ? une fonction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre 
d'une fonction thiol, 

— x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres en tiers non nuls, et 

— y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 
4 quand A est un atome de soufre. 
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tang* A une preparabon enzymatique, pour la fixation de cette derniere sur le copolymere PwM^Z, 
al (lnt"j tiolnLT^'iQ^ ^f' 6 ^ P™ 1 * 11 6tre tTOUv6e P"°»<*«°n de Leon GOLDSTEIN et 

fonct.ons denvees de fonct,ons carboxyliques portant un residu d'un compose repondant a la forTJe I 

CxHyAzOt (|) 

dans laquelle : v } 

' L e cl a Th7ot d ' aZ ° te d ' Une f0nCti ° n ^ Primaire * S6C0ndaire ° U tertiaire ° U '' atome de «*• "™ 
- x z et t independamment les una des autres sont des nombres entiers non nuls. et 

\ y u e rrrr a r: r ssr u moins 69ai * 5 

de^S^^ 
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lypeptides et de preference une polytyrosine ou polyglycine, le N-BOC-1, 6-diaminohexane et les composes 
repondant aux formules generales respectivement : 

(II) HO-(CH2)n-NH 2 
(III) HO(CHrCH 2 )n-0-(CH2-CH2)n-NH 2 
5 (IV) HO-tCHz-CHz-OJn-CHz-CHz-NHz 

dans lesquelies n est un nombre entier compris entre 1 et 50. 

De preference n est compris entre 1 et 10 et le compose II est choisi parmi I'ethanolamine et l'(amino-2- 
ethoxy)-2-ethanol. 

Quand A est I'atome de soufre, le compose I est avantageusement le mercaptoethanol. 
10 Les composes hydrosolublesde I' invention sontdes derives de copolymeres de I'an hydride maleique, choi- 

sis parmi les poly (anhydride maleique-ethylene), les poly (anhydride maleique-styrene), les poly (anhydride 
maleique-propylene), les poly (anhydride maleique-methylvinylether). 

De preference, les copolymeres comprennent au moins 5 % de motifs anhydride maleique. 
Le compose hydrosoluble est utilise selon I'invention pour immobiliserau moins une molecule biologique, 
15 a laquelle il est lie directement ou indirectement. Ladite molecule biologique est notamment choisie parmi des 
proteines telies que des anticorps ou des fragments d'anticorps ou des antigenes; des polypeptides; des en- 
zymes; des petites molecules telies que des haptenes; des fragments d'acides nucleiques. 

Le terme 'fragment d'acide nucleique" tel qu'utilise dans la presente invention, sign'rfie un fragment d'ADN 
ou d'ARN naturel, ou un oligonucleotide naturel ou de synthese, ou un fragment d'ADN ou d'ARN de synthese 
20 non modif ie ou comprenant une ou plusieurs bases modif iees telies que I'inosine, la methyl-5-desoxycytidine, 
la dimethylamino-5-desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2, 6-purine, la bromo-5-desoxy uridine ou toute 
autre base modif iee. 

Ainsi pour immobiliserdes proteines, le compose hydrosoluble de I'invention est ajoute a une solution pro- 
teique, les groupements amines des proteines reagissant pourformerdes liaisons covalentes avec le compose 
25 derive de I'homopolymere ou copolymers sur les fonctions anhydride encore disponibles, c'est-a-dire les fonc- 
tions anhydride non hydrolysees. 

Selon un mode d'utilisation particulier du compose de I'invention, ce dernier est fonctionnalise par inte- 
raction des fonctions anhydride disponibles, avec des fonctions reactives d'un agent de fonctionnalisation, les- 
dites fonctions reactives etant notamment choisies parmi les fonctions amine, thiol et hydroxyle. 
30 Au sens de la presente invention, une fonctionnalisation est une modification chimique de I'homopolymere 

ou copolymere d'anhydride maleique par un agent de fonctionnalisation, en vue de : 

1) son immobilisation directe ou indirecte sur un support soiide : par immobilisation directe, on entend la 
fixation par covalence ou adsorption passive de I'homopolymere ou copolymere sur ledrt support soiide 
prealablement fonctionnalise ou non ; une immobilisation directe peut etre realised au moyen d'un ligand, 

35 prealablement fixe sur I'homopolymere ou copolymere, puis fixe chimiquement sur led it support soiide ; 

par immobilisation indirecte, on entend Interaction ligand/antiligand entre un ligand fixe sur I'homopoly- 
mere ou copolymere, et Pantiligand ou ligand complementaire fixe sur le support soiide. 

2) son marquage pour ie detecter 

3) la fixation indirecte d'une molecule biologique sur (edit homopolymere ou copolymere. 

40 L'agent de fonctionnalisation est notamment choisi parmi les haptenes, des agents colorants, lumines- 

cents, fiuorescents ou phosphorescents, et des polymeres naturels ou synthetiques notamment polypeptides, 
polysaccharides et proteines solubles en milieu organique et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

Selon I'invention, il ressort que si la liaison entre le compose de I'invention et la ou les molecules biologi- 
ques est indirecte, le compose est lie a un agent de fonctionnalisation pouvant appartenir au groupe des agents 

45 cites ci-dessus, l'agent de fonctionnalisation etant lui-meme lie a la ou les molecules biologiques. 

En outre, le compose portant la ou les molecules biologiques, fonctionnai ise ou non, peut etre lie direc- 
tement ou indirectement a un support soiide. Le compose peut etre directement lie sur un support soiide par 
un ligand notamment choisi parmi les polypeptides et la pofytyrosine et la polyglycine et le N-BOC-1 ,6-diami- 
nohexane. Quand la liaison entre le compose et le support soiide est indirecte, ie compose est lie a un agent 

so de fonctionnalisation qui est lie a un agent de fonctionnalisation complementaire, ce dernier etant lie a un sup- 
port soiide. 

Selon r invention, le compose repondant a la formule I peut etre a la fois, l'agent d'hydrophilisation et l'agent 
de fonctionnalisation, et est de preference un polypeptide choisi parmi la polytyrosine et la polyglycine ou le 
N-BOC-1 ,6-diaminohexane. 

55 Avantageusement, le support soiide est choisi parmi les materiaux naturels, de synthese modifies ou non 

chimiquement, et notamment parmi les latex, les polymeres du type polychlorure de vinyle, polyethylene, po- 
lystyrene, polyacrylate et les copolymeres du type de ceux a base de styrene. 

Le support soiide peut etre sous la forme d'une plaque de microtitration, d'un cone, d'un tube, d'un puits, 

3 
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de billes ou analogues. 

de .•anh f 2riH«m in ( I enti0n T""" un a 9 ent <™yd«ophilisation d'un homopolymere ou copolymere 
<Je I anhydnde maleique, cet agent repondant a la formula I : 

Cx Hy Az Ot (I) 

dans laquelle : 

" fonSion?hTot d 32018 d f0nCti ° n ami " e Primaire ' S6C0ndaire ^ tertiaire ou '' atome ^ soufre d'une 

- x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls et 

- y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins eqal a 4 
quand A est un atome de soufre. ^ 

L'agent hydrophilisant est un compose soluble a la fois dans I'eau et en milieu organique capable de se 

- k dissoudre I'homopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre et 

" phase org a fiquT° POlymere " °° p0,ym * f » 60 SO,Ution ' avec ''■B«it hydrophilisant de Invention, en 

est de^rT!^ IT™ "V* 6t en PartiCU,ier pOUr '' etape de la dissolution, le solvant employe 

est de preference de type aprobque polaire tel que le dimethylformamide (DMF), le dimethyisulfoxide (DMSof 
la pynd.ne, la 1.3-dimethy. -3,4,5.6 te.rahydro-2 (1H)-pyrimidinone, le dioxane'ou analogues 
son nol Ua J!!f ? *, emP ' 0yer d6pe " d de ,a " ature chimia - ue de '*homopolymere ou copolymere de 

ZE? TI T , ^ la . natUre S °' Vant 0,9anique - AuSSi P° ur deux P 01 ^ de poids mdeclire 
Klenbque le polymere le plus hydrophobe se dissoudra plus facilement dans le solvant organique La quant Z 
de solvant est au moms egale a la quantJte necessaire pour dissoudre I'homopolymere ou «> P Tyn*re 5 tent 
perature amb.ante, ma.s peut etre superieure sans pour autant nuire au bon deroulement du prST 

moooS^n J6t ! '':? vention est un P roced6 *>ur immobiliser une molecule biologique sur un ho- 

mopolymere ou copolymere de I'anhydride maleique consistant : 

- £ dissoudre I'homopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre et 
" phase otgani qu n OPOlymere ° U ° 0P0,ymere disSOUS avec un a 9 ent hydrophilisant selon I'invention, en 
i A!!^!," 00 "^ 16 C ° mP0S6 ^soluble obtenu avec la molecule biologique. en phase aqueuse 
hydrosoluble avec la molecule biologique, une etape de fonctionnalisation ■ P 

" d™nn°^ P < °JT! ( r ! 1 OU COpalyn \ erB d'anhydride maleique. quand elle est effectuee avant I'etape d'hy- 
drophihsation dudit homopolymere ou copolymere y 

La reaction de fonctionnalisation a lieu a des temperatures comprises entre + 4°C et + 50°C preferentiel- 

iel ZJ1V< « 64 + r 7 °°' 6t P ' US COuramment a tem P a "*- an.biante. Le temps de contact^ 
es agents de foncbonnalisabon et I'homopolymere ou copolymere s'echelonne entre 30 mn et 48 heures prt 
ferenhellement entre une heure et 24 heures. Une agitation du milieu reactionnel n'est pas tou^ure indfsp'et 

parles^e^^^^ «" « stages sont a present illus.es 

EXEMPLE 1 

Preparation de composes hvdrosolu b les derives de cooolymeres de I'anhydride maleique 

^i^J?' 6 ? 1 *T nt u fait aPParattre les conditions de preparation d'un compose hydrosoluble derive de 

trois copolymeres de I'anhydride maleique respectivement A, B etC: 

Copolymere A commercialise par la Societe POLYSCIENCE sous la reference 3106 
Copolymere B commercialise par la Societe JANSSEN sous la reference 17.923 -77 
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Copolymere C commercialism par la Societe POLYSCIENCE sous la reference 3102. 

Selon le precede de I* invention, ie copolymere est dissous dans un solvant organique anhydre, ie dime- 
thylformamide (DMF) anhydre, puis I'agent hydrophilisant, I'ethanolamine, est addition ne en milieu organique. 
La quantite a employer d'agent hydrophilisant en general et d'ethanoiamine en particuiier pour cet exemple, 
5 depend de la nature chimique du polymere ou copolymere, de la concentration du polymere ou copolymere 
dans la phase organique et du volume de la phase aqueuse. La quantite d'agent hydrophilisant ajoutee depend 
essentiellement de I'hydrophilie intrinseque du polymere ou copolymere. 

Ainsi, le Tableau 1 donne les quantites d'ethanoiamine necessaire pour que 100 (J de solution de compose 
hydrosoluble derive des copolymeres respectivement A, B et C, dilues dans 900 til de milieu aqueux, fournis- 
10 sent une solution homogene. 



TABLEAU 1 



Copolymere 50/50 anhydride maleique/P 


A 


B 


C 


P 


styrene 


styrene 


methylvinyl-ether 


Mw (masse moleculaire) 


1600 


50 000 


67 000 


quantite de copolymere (mg) 


100 


50 


15 


DMF (mi) 


1 


1 


1 


ethanolamine 


15 


7,5 


1 


% des fonctions anhydride consommees par i'ethanolami- 
ne 


50 


50 


25 



EXEMPLE 2 

30 Immobilisation d'allergenes sur un compose hydrosoluble derive du copolymere anhydride maleique/styre- 
ne, B, de I'exemple 1, puis fixation sur des parti cu les de latex fonctionnalise 

A 1 ml d'une solution de B dans du DMF anhydre, on ajoute 7,5 \x\ d'ethanoiamine, puis on agite pendant 
30 sec. Dans un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, contenant 0,5 mg/ml d'extrait aqueux Dactyle (Laboratoire 
35 des Stalfergenes) on additionne success ivement 4 |il de solution de B diluee au 1/5 dans du DMF et 200 ^l de 
suspension de latex amine a 5 % de taux de solide (Societe BioMerieux) pourobtenir, en final, un volume total 
de 1 ml. Apres agitation douce pendant 18 heures, le latex est centrifuge 5 mn a 8000 tpm dans une centrifu- 
geuse Eppendorf. Le culot est repris dans un tampon glycine 0,1 M ; NaCI 0,15 M ; pH8,2 ; BSA 5 g/l. 

40 * Test d'activite des allergenes immobilises : 

Dans une plaque f iltrante de microtitration, (Societe Pall) on depose dans chaque puits 100 uJ de suspen- 
sion de latex et 50 pJ de serum. Apres 3 heures d'incubation a temperature ambiante, on precede a 2 lavages 
en PBS-Tween parf iltration sous vide. On introduit ensuite 100 fil d'anticorps anti-lgE marque a la peroxydase 
45 de raifort et on laisse incuber 1 heure a temperature ambiante avant de laver deux fois. Ensuite, on ajoute 250 
uJ de substrat ortho-phenylenediamine. Apres 30 mn d'incubation, on bioque la reaction enzymatique par ad- 
dition de 100 \i\ de H 2 S0 4 , on filtre dans une plaque de microtitration et la densite optique du filtrat est lue sur 
un lecteur de plaques, a la longueur d'onde de 492 nm. 

Les resultats (exprimes en unite de D.O.) sont presentes dans le Tableau 2 suivant : 

so 



55 



5 
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SERUM NEGATIF 


SERUM POSITIF 


T6moin LATEX sans 
copolym&re 


0,056 


0,387 


Allergfcnes immobilises sur 
copolymfere fix6 sur 
LATEX 


0,064 


1,050 



Le systeme presente de faibles bruits de fond et le signal specif ique est eleve. 
EXEMPLE 3 

immobilisation d'allergenes sur un compose derive du cooo. y mere anhydride maleique/styrene. B. de 
I exemple 1, puis fixation dudit derive sur un support soiide 

• Fonctionnalisation par la biotine puis hydrophilisation du copolymere B 

ua^JST ^ dC l°! Utk>n de B d3nS dU DMF anhydre a 1 m 9 de biotine WrazWe (Pierce) et on 
IS punffcaJr ^ P 6ra ^ reambiante Le ^'^^utilisabietel quel sans aucuneetape 

philteant S ° IUti0n ^ COP ° ,ymere fonction "a'is6, on ajoute 7,5 pi d'ethanolamine en tant qu'agent hydro- 

* ^ s m ° biliSati0n d ' aller 9 enes sur '* Partie non fonctionnalisee du derive du copolymere B prepare ci-des- 

Ensuite on dilue le copolymere ainsi obtenu au 1/10 dans le DMF et I'on ajoute 2 5 ul de melanae 
oT mST„^ * °V d \ S0,Uti ° n d ' a " eraeneS - 6Xlrait DaCty,e < Laboratie wSSSi 
res a + 4°C contre un tampon phosphate 20 mM pH 7,4. 

• Fixation de la partie fonctionnalisee du derive du copolymere B sur un support soiide 

* Test d'activite des allergenes immobilises : 

amh^Anr? T 968 e " ? S TWee "' 0,1 aj ° Ule 50 >* de Semm et ° n incube 2 heu «* * temperature 
ambiante. Apres 2 nouveaux lavages, on ajoute 100 pi d'anticorps anti-lgE marque a la peroxydase et 

IT^l^ "J 3 fT temberature - 'avaS*. la reaction enzymatique a lieu peVdant30 
mm a temperature ambiante. Apres blocage par 1 ml d'acide sulfurique, la lecture est effectuee a 402 

Les resultats exprimes en unite de densite optique sont les suivants ■ 
SERUM NEGATIF: 0,014 
SERUM POSITIF: 1,533 

Le systeme ainsi obtenu presente un tres faible bruit de fond et un bon signal specif ique. 

EXEMPLE 4 

?*T^::ZToZZZ C0 ^ anhVdridfi ggEma ^^tionnallse et ^ 

* Fonctionnalisation du copolymere : 

1 mi ISuJr 01 ^ s ^ene-anhydride maleique de poids moleculaire 360 000 sont dissous dans 

1 2 m2nSIn?H "ZEST? ^ b ° ly1yrosi " e P-* "Claire 27 000 

a 2 mg/ml dans du DMSO. On laisse agir3 heures a temperature ambiante. Le copolymere devient suf 

A905 pi de solution d'allergenes a 0,5 mg/ml (extrait Armoise du laboratoire des Stallergenes) dans 

6 
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un tampon carbonate 1 00 mM pH 8,2, on ajoute 5 u1 de solution de copolymers fonctionnalise, on incube 
4 heures a temperature ambiante. 

* Test d'activite des allergenes immobilises sur le compose hydrosoluble derive de B fixe sur cdnes : 
L'allergene ainsi prepare est teste sur le systeme VIDAS (Marque deposee BioMerieux) apres fixation sur 

5 les cdnes selon un protocole def ini par le fabriquant. 

Les resultats exprimes en unites relatives de fluorescence : RFU sont les suivants : 
SERUM NEGATIR 116 
SERUM POSITIF : 988 

10 EXEMPLE 5 

Immobilisation d'aiiergenes sur le compose hydrosoluble derive d'un copolymere de I' an hydride maleique 
fonctionnalise et hydrophilise par le meme agent, le NBOC-1,6-diaminohexane 

15 * Fonctionnaiisation et hydro philisation du copolymere : 

10 mg de copolymere styrene-an hydride maleique de poids moleculaire 360 000 sontdissous dans 
0,7 ml de DMSO. On ajoute ensuite 0,3 ml d'une solution a 3 mg/ml d'hydrochlorure de N-BOC-1,6-dia- 
minohexane (Fluka) dans du DMSO, contenant 10 jil de triethytamine (Janssen) par ml de solvant. On 
laisse agir 3 heures a temperature ambiante. Le polymere devient suffisamment hydrophile pour etre 

20 utilise tel quel, ou dilue au demi dans du DMF, dans les conditions de fixation d'aiiergenes mises au point. 

* Immobilisation des allergenes : 

A2490 |il de solution d'aiiergenes a 0,5 mg/ml (extrait Dactyle du laboratoire des Stallergenes) dans 
un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, on ajoute 12,5 \l\ de solution de copolymere fonctionnalise dilue 
au demi dans du DMF, on incube 4 heures a temperature ambiante. 
25 * Test d'activite des allergenes immobilises : 

L'allergene ainsi prepare est teste sur le systeme VIDAS (BioMerieux) apres fixation sur les cdnes selon 
un protocole def ini par le fabriquant. 

Les resultats exprimes en unites relatives de fluorescence : RFU sont les suivants : 



30 


SERUM FORTEMENT POSITIF (> 60) : 


13 827 




SERUM POSITIF (15): 


3 191 




SERUM FAIBLEMENT POSITIF (1,4) : 


1 568 


35 


SERUM TRES FAIBLEMENT POSITIF (0,44) : 


255 




SERUM NEGATIF : 


133 



Ces methodes d'immobilisation d'aiiergenes sur une phase soiide selon Exemples 4 et 5 presentent un 
40 net avantage par rapport a celle decrite dans I'Exemple 3 en ce que, etant drrectes, elles ne necessitent pas 
I'emploi d'un anticorps antibiotine. Le protocole est aise a mettre en oeuvre. 

EXEMPLE 6 

45 Immobilisation d'anticorps monoclonaux anti-alpha-foeto-proteine (anti-AFP) sur le compose hydrosoluble 
derive d'un copolymere de I'anhydride maleique B ou C de I'exemple 1, fonctionnalise par la biotine, puis 
fixation sur support soiide portant un anticorps anti-biotine 

* Fonctionnaiisation du copolymere : 
50 Le copolymere B est fonctionnalise par la biotine et rendu hydrosoluble selon le prototype decrit 

dans I'Exemple 3. 

Le copolymere C est fonctionnalise et rendu hydrosoluble comme suit : 

A 1 ml de solution C, on ajoute 0,1 ml de solution de biotine hydrazide a 2,5 mg/ml. On laisse agir 
pendant deux heures, apres quoi le copolymere fonctionnalise est traite par I'ethanolamine. 
55 * Immobilisation des anticorps sur la partie non fonctionnalisee du derive du copolymere B ou C prepare 

ci-dessus : 

A une solution d'anticorps a 0,5 mg/ml en final dans un tampon carbonate pH 8,2, 1 00 mM, on ajoute 
5 pJ de solution de compose hydrosoluble fonctionnalise derive du copolymere B ou C. On incube 1 heure 
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a 37° C avant de dialyser 4 heures a temperature ambiante contre du PBS 

* nn^nt" * V - * fonc " onna,js6e du com P° s6 *W du copolymere BouC sur un support solide 
portent un anticorps antibiotine : 

« 0 n m, Mr 00 "* antibiotine * raison de 2 MB d'anticorps par puits est fixe sur une plaque de microtitra- 
bon (NUNC, nom commercial) durant 2 heures a 37° C avant saturation en gelatine 0,5 % On depose 

SssVTTuS f 3 7 a oc! aqUe 3inSi ° btenUe U " V ° ,U,ne dS S0 ' Uti0n d ' antiCOrpS anti ' AFP O" 

* Test d'activite des anticorps immobilises : 

37°C nnl 3 'T* 968 en o P Q B e S T TWeen ' °" inlr0d,Jit 9amme en anti 9 ene < AFP >- ° n laiss * "cuber 1 heure a 
37 C, on lave 3 fo,s en PBS Tween. La presence de I'antigene est detectee par un conjugue phosphatase al 

Z Z'r! TV* P^ ,ona ' com P'^entaire. On incubel heuraa37-C. Laravelatton Je?fecLXt^b S - 
S a l^ A P f Ph ° S , P . hat ! <PNPP) - ^ b ' 0Ca9e 3VeC Na0H 1 N ' la lecture •"»"■<*» sur un lecteur dt 
plaques, k une longueur d'onde de 405 nm. «*>-«sur oe 

Les resultats obtenus sont montres dans la figure 1 . La courbe intitulee P3 est celle de I'anticorps seul 

ra:r a ^ 

La ^f,^ e int !! Ul t e A M MVE 6St Ce " e ° btenUe aV6C 16 co PoWe C methylvinylether-anhydride maleique 
Svm^mihT J^h M ^ C !" e ° btenUe 6n Uti,iSant ' e COp °'y mere B Gyrene-anhydride maleique. Le 
miril - annydride maleiaue don "« d <* signaux plus forts (courbe AMVE) que le copoly- 

nZTZ I £ m f ,e ' qUe ( ° 0Urbe SAM) " t0Ute 0,1086 etant e 9 ale P arai,,eure (concentration en ant! 
corps au moment du couplage, concentration en biotine sur le polymere) 

ma ,^ US hydrophile que le opolymere styreneanhydride maleique, le copolymere methylvinylether-anhydride 
maleique conserve m,eux I'integrite de I'anticorps en ne provoquant qu'une feible denaturation. 

EXEMPLE 7 

■ U !| l i a !°" u i".. 00 " 1 " 056 hydrOSOluble derive d " coPQlvmere an h ydride maleioue/methylvinylether. fonction- 
nalise par la biotine, comme amplif icateur chimique — 1 

Dans divers phenomena biologiques, et tout particulierement dans le domaine du diagnostic, pour attein- 
foar exelT/. H,f 6 TT"^ " *"* *" neCeSSaire d ' amp,if tar un signal spSque 

Dans ce but des quantrtes croissantes de biotine-hydrazide (Pierce) ont ete mises en reaction avec le co- 
po^reanhydnde ma, 6 ique/methylviny^ether, C, de TExemple 2 pour obtenir des copo.vmeraT^onnat 

binti^Tn" 6 !. ^" 8 iT- P '!? Ue de microtitrati °n (NUNC), on fixe une quantite constante des diverses poly- 

ZSZZSttr : Tk 0 ^ antibi ° tine ' imm0bHiSe 3U f0 " d d6S Puits Selon ,a m6tn ode d£r te 

Tr, fer^r P , P , d6 13 b,0ti " e SSt reV6lee Par un ""j" 0 " 6 streptavidine - peroxydase qui se fixe 

en formant un complexe avec la biotine. « M u, &B uAe 

la fa^sSnte f ' * * StrePtavidiTO marquee ' di,uee 1/10 000 en PBS- gelatine 0,5 %°, s'effectue de 

- incubation du conjugue streptavidine-peroxydase pendant une heure a 37°C ■ 

- 3 lavages en PBS Tween ; 

- ajout du substrat orthophenylenediamine (OPD), blocage par H 2 S0 4 et lecture a 4g2 nm 

a . La !' 9Ure 2 , m °ntrele signal obtenu en fonction des quantites de biotine f ixee sur le poly(methylvinylether- 

de 0,05 mgde biotine ^ 1,5 mgde biotine pour 15 mgde polymere. 



Revendications 



desflnrtZ^nn h h ! .f d hom °P° | y nlere ° u copolymere de I'anhydride maleique presented 
anhvdrid^h #T aP ^ etdesfonctions anhydride hydrolys6es, caract6n^6e^ce^ue lesfonctions 

anhydride hydrolysees consistent en des fonctions carboxyliques et des fonctions derivees de fonctions oar 
boxyhques portent un residu d'un compose repondant a la formule I : ">nctions car 

CxHyAzOt (I) 



dans laquelle : 
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- A est I'atome d 'azote d'une fonction amine prim aire, second aire ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une 
fonction thiol, 

- x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 4 
s quand A est un atome de soufre. 

2) Compose selon la revendication 1 , caracterise en ce que A est I'atome d'azote et le compose I est choisi 
parmi le tris(hydroxymethyl)aminomethane, l'(amino-2- ethyl am ino)-2-ethanol, ramino-2-methyl-2- propane- 
diol-! ,3, la diethanolamine, les polypeptides et notamment polytyrosine ou polyglycine, le N-BOC-1,6-diami- 
nohexane et les composes r6pondant aux formules generales respectivement : 

10 (II) HO-(CH 2 )n-NH 2 

(III) HO-(CH 2 -CH 2 )n-0-(CH 2 -CH 2 )n-NH 2 
(IV) HO-(CH 2 -CH r O)n-CH 2 -CH 2 -NH 2 
dans lesquelles n est un nombre entier compris entre 1 et 50. 

3) Compose selon la revendication 2, caracterise en ce que n est compris entre 1 et 10 et le compose II 
15 est choisi parmi I'et ha nol amine et l'(amino-2-ethoxy)-2-ethanol. 

4) Compos6 selon la revendication 1 , caracterise en ce que A est I'atome de soufre et le compost I est le 
mercaptoethanol, 

5) Compose selon la revendication 1 , caracterise en ce que les copolymeres de I'anhydride maleique sont 
choisis parmi les poly (anhydride maleique-ethylene), les poly (anhydride maleique-styrene), les poly (anhy- 

20 dride maleique- propylene), les poly (anhydride mateique-methylvinylether). 

6) Compose selon la revendication 5, caracterise en ce que le copolymere de I'anhydride maleique 
comprend au moins 5 % de motifs anhydride maleique. 

7) Compose selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il est lie directement ou indirectement a au moins 
une molecule biologique choisie parmi les proteines, les anticorps, fragments d'anticorps ou antigenes, les po- 

25 lypeptides, les enzymes, les haptenes, les fragments d'acides nucleiques. 

8) Compose selon la revendication 1 ou 7, caracterise en ce qu'il est fonctionnalise par interaction des fonc- 
tions anhydride disponibles, avec des fonctions r6actives d'un agent de fonction nalisation, ledit agent de fonc- 
tion nalisation etant choisi parmi les haptenes, des agents colorants, iuminescents, fluorescents ou phospho- 
resce nts et des poly meres naturels ou synthetiques notamment polypeptides, polysaccharides et proteines so- 

30 lubles en milieu organique, et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

9) Compose selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce qu'il est lie a un agent de fonction nalisation 
lui-meme lie a une molecule biologique. 

10) Compose selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce qu'il est immobilise directement ou indirec- 
tement sur un support solide. 

35 11) Compose selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est immobilise sur un support solide par 

un ligand choisi parmi la polytyrosine, la polyglycine et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

12) Compose selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est lie a un agent de fonction nalisation lui- 
meme lie a un agent de fonction nalisation complementaire, ce dernier etant lui-meme lie a un support solide. 

13) Compose selon la revendication 11, caracterise en ce que le compose repondant a la formule I est a 
40 la fois I'agent hydrophilisant et I'agent de fonctionnalisation. 

14) Compose selon la revendication 13, caracterise en ce que I'agent hydrophilisant est choisi parmi la 
polytyrosine, la polyglycine et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

15) Agent d'hydrophilisation d'un homopoiymere ou copolymere de I'anhydride maleique caracterise en 
ce qu'il repond a la formule I : 

45 CxHyAzOt (I) 

dans laquelle : 

- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une 
fonction thiol, 

- x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

so - y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 4 

quand A est un atome de soufre. 

16) Precede pour obtenir un derive soluble en phase aqueuse a pH neutre, d'un homopoiymere ou copo- 
lymere d'an hydride maleique caracterise en ce que : 

- on dissout I'homopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre et 

55 - on fait reagir I'homopolymere ou copolymere en solution, avec un agent hydrophilisant, selon la reven- 

dication 15, en phase organique. 

17) Procede pour immobiliser une motecule biologique sur un homopoiymere ou copolymere de I'anhydride 
maleique caracterise en ce que : 

9 



EP 0 561 722 A1 



- on dissout I'homopolymere ou eopolymere dans un solvant organique anhydre et 
" ^npS^ 

mlT^Z -Iff hydrosoluble obtenu av <* molecule biologique, en phase aqueuse 

^luhii t t 3 revend,cation 17 ' caracterise en ce qu'avant la mise en contact du compose hydro- 
soluble avec la molecule biologique, on fonctionnalise I'homopolymere ou copolymers d'anhy^dTmalefaut 
aumoyend'un agent defonctionnalisation, en phase organique annyoriae male.que 
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